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(57) Abstract 

Use of porphine cationic derivative salts as 
gram-negative bacteria photosensitizers. These salts 
are of general formula (I) in which R|, R2. R3» R4, 
-thich are the same or different, are a hydrogen atom, a 
m JcnyX radical or a radical having one of the formulas 
"(i) (ii), and (iii); X" is a monovalent anion with the 
proviso that one at least of the R|, Rj. R3 or R4 
radicals is a radical of formula (i) to (iii) except for 
Ru R2» R3 and R4, which are the same and are the 
radical of formula (i).- Contamination of the substrate 
can be reduced by treating the substrate with a salt of 
formula (I) and then subjecting it to light irradiation. 

(57) Abrege* 

Utilisation comme agents photosensibilisants 
de bactenes de type gram-ndgatif, de sels de derives 
cationiques de porphine. Ccs sels rtpondent a 
la formule gdndrale (I), dans laquelle Ri, R2. R3. 
R4, identiques ou differents, repniscntent un atome 
d'hydrogene, un radical phdnyle ou un radical ay ant 
rune des formules (i), (ii). et (iii); X" representant 
un anion monovalent, sous reserve que Tun au motns 
des radicaux Ri, R2. R3 ou R4 reprdsente Tun des 
radicaux de formule (i) a (iii) mais a Texclusion de 
Ri, R2. R3 et R 4 identiques et reprdsentant le radical 
de formule (i). En traitant un substrat avec un sel de 
formule (1), puis en le s umettant a une irradiation 
lumineuse, on peut rdduire la contamination de ce 
substrat. 




(i) 



N +fX - 
CH 3 



<i) 



(ii) 




* />-N*(CH3)3. X- (iii) 



UNI QUEMENT A TITRE D 'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes internationaies en vertu du PCT. 



AT 


Autriche 


CB 


Royaume-Uni 


MR 


Mauriunte 


AU 


Australie 


GE 


Georgie 


MW 


Malawi 


BB 


Barbade 


GN 


Guinee 


NE 


Niger 


BE 


Bctgique 


GR 


Grtce 


NL 


Pays- Baa 


BF 


Burkina Faso 


HU 


Hongrie 


NO 


Norvfcge 


BG 


Bulgarie 


IE 


lrlandc r 


NZ 


NouveUe-Z*lande 


BJ 


Q6am 


IT 


Italic 


PL 


Pologne 


BR 


Bnbil 


JP 


Japon 


PT 


Portugal 


BY 


Belarus 


KE 


Kenya 


RO 


Roumame 


CA 


Canada 


KG 


Kirghizistan 


RU 


Federation de Ruuie 


cr 


R£publtque centnJncaute 


KP 


Republiqtie populaire detnocraiique 


SO 


Soudan 


cc 


Congo 




deCorfc 


SE 


Suede 


CH 


Suisse 


KR 


Rlpublique de Coree 


SI 


Slovenie 


CI 


Cote d'lvoire 


KZ 


Kazakhstan 


SK 


Slovaquie 


CM 


Cameroun 


U 


Liechtenstein 


SN 


Senegal 


CN 


Chine 


LK 


Sri Lanka 


TD 


Tchad 


CS 


Tchecoslovaqnie 


LU 


Luxembourg 


TG 


Togo 


CZ 


R6publique tcheque 


LV 


Lenonie 


TJ 


Tadjikistan 


DE 


Allemagne 


MC 


Mooaoo 


TT 


Trinke'-et-Tobago 


OK 


Daneraark 


MO 


Republique de Moldova 


UA 


Ukraine 


ES 


Espagoe 


MG 


Madagascar 


US 


Euu-Unia d'Amerique 


FI 


Finlaode 


ML 


Mali 


UZ 


Ouzbeaostan 


FR 


France 


MN 


Mongolie 


VN 


Viet Nam 


GA 


Gabon 









WO 96/05862 PCT/FR95/01096 

- 1 - 



Utilisarion dc sels de derives cationiques de porphine comme agents 
photosensibilisants de bacteries dc type gram-negatif . 

La presente invention a pour objet 1' utilisation de sels de ddrivds cationiques de 
S porphine comme agents photosensibilisants de bactcries de type gram-ndgatif. 

La photosensibilisation de difterentes cibles a fait Tobjet de nombreuses dtudes. 
Ainsi il a 6t6 ddcrit dans "Photodynamic therapy of tumors and other diseases 
using porphyrins" Spikes, Lasers in Medical Science, vol. 2,3, 1987, i'utilisation 
d'hdmato- porphyrine (Hp), e'est-i-dire d'un derive anionique de porphine substitu6 en 
10 positions 7 et 12 par un radical hydroxyethyle, en 3, 8, 13 et 17 par un radical mdthyle et 
en 2 et 8 par un radical acide propionique pour photosensibiliser des cellules cancdreuses. 
^ II a egalement ete decrit dans cet article, la possibility de photosensibiliser in vivo des 

virus et en particulier le virus de I'herpes a l'aide d'un derive anionique de porphine, la 
5,10,15,20 tdtra-(4-sulfonatoph6nyl) porphine (TPPS 4 ). La photosensibilisation de 
15 microorganismes procaryotes ou eucaryotes tels que des champignons, des levures et des 

bacteries a egalement 6t£ envisagee. S'il est possible de photosensibiliser la plupan de ces 
microorganismes a Taide de differents agents photosensibilisants et en particulier de 
ddrivds de porphine, les bacteries de type gram-negatif s'averent toutefois totalemem 
resistantes a cette photosensibilisation. 
20 Dans la mesure ou la resistance de ces bacteries a 6x6 attribute k la structure 

particuiiere de leur enveioppe, il a 6t6 envisage dans "Photodynamic inactivation of 
Gram-negative bacteria : problems and possible solutions" J. Photochem. Photobiol. B. 
Biol, 14, 1992, de recourir a un traitement prealable d'alteration de leur enveioppe a l'aide 
soit d'acide ethylenediaminetetraacetique (EDTA) ou d'un agent polycationique de 
j>5 disorganisation de la membrane en vue de reussir a photosensibiliser ces bacteries de type 
gram-negatif. Ces txaitements prealables d'altdration de Tenveloppe de chaque bacterie de 
type gram-negatif que Ton souhaite photosensibiliser sont bien entendu difficiles a mettre 
en oeuvre et ceci particulierement k grande echelle et done peu realisables en pratique. 

On a main ten ant constate de fagon surprenante et inattendue qu'en utilisant une 
30 famille particuiiere de sels de derives cationiques de porphine presentant une ou piusieurs 
substitutions en position(s) 5, 10, 15 et/ou 20 du noyau porphine, il etait possible de 
photosensibiliser des bactdries de type gram-negatif sans avoir recours a un traitement 
prdalable particulier d'altdration de Tenveloppe de ces bacteries. 

Par enveioppe, on entend selon Tinvention la structure externe bien connue des 
35 bacteries de type gram-ndgatif et qui, de fa^on schematique, est constitute de la 

membrane cytoplasmique, d'un periplasme comprenant environ en son milieu une couche 
de mureine, d'une membrane externe formee d'une bicouche de phospholipides et d'une 
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capsule formee essenrieliement de lipopolysaccharides et de lipoproteines. 

Parmi les bacteries de ce type, on peut citer notamment celles appanenant a la 
famille des Enterobacteriaceae et notamment les bacteries des genres Escherichia telles 
que E.coli, Enterobacter telles que E.aerogenes et Proteus tel que P.mirabilis, la famille 
des Pseudomanadaceae et en particulier du genre Pseudomonas telles que Ps. aeruginosa, 
la famille des Vibrionaceae et en particulier du genre Vibrio telles que V.anguillarum. 

La presente invention a done pour objet l'utilisation, com me agent 
photosensibilisam de bacteries de type gram-negatif, d'un sel de denvtS cationique de 
porphine, subsume" en position 5, 10, 15, et/ou 20 du noyau porphine, repondant a la 
formule suivante : 



15 



20 



25 



30 



35 




(I) 



dans laquelle : 

Ri, R 2 , R3, R 4 , identiques ou differents, representent un atome d'hydrogene, 
radical phenyle ou un radical ayant Tune des formules suivantes : 



N^CH 3 , X- 



un 




N + (CH 3 ) 3 



X" representant un anion monovalent, 

sous nSserve que Tun au moins des radicaux R lt R 2 , R 3 ou R 4 represente I'un 
des radicaux de formule (i) a (iii) ci-dessus mais a 1'exclusion de Rj. R 2 , R 3 et R 4 etant 
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identiques et reprdsentant le radical de formulc (i). 

Par agent photosensibilisant de bactdries, on entend un agent ayant la capacitd, 
en association avec une irradiation lumineuse, de provoquer ou favoriser la destruction des 
bactdries. 

Les sels de derives cationiques de porphine utilises selon T invention absorbent 
des radiations de longueur d'onde comprise entre environ 340 nm et 650 nm et done en 
particulier k des radiations correspondant au visible dont Tutilisation est particulifcrement 
avantageuse dans la mesure ou celles-ci sont facilement disponibles, penetrant bien dans 
l'eau et ne sont pas mutagenes. 

Parmi les sels de derives cationiques de porphine de forrnule (I), on utilise de 
prdf6rence ceux pour lesquels, deux au moins des radicaux R u R 2 , R 3 ou R 4 rcprdsentcnt 
un radical ayant une des formules (i) k (iii) telles que definies precedemment. 

Selon un mode de realisation pref6re, 1'anion monovalent est notamment un 
anion halogenure tel qu'un anion iodure ou chlorure ou un tosylate. 

Parmi les sels de derives cationiques de porphine repondant a la forrnule (I) 
ddfinie ci-dessus, on peut citer en particulier les iodures, chlorures et tosylates de 
5,10,15,20-t6tra(3-N-m6thyi pyridinium) porphine de 5,10-[di(phenyl)]- 
15 f 20-[di(4-N-methyl pyridinium)]porphine, de 5,10,15,20-t6tra (4-N-trim6thyl 
anilinium)porphine etde 5,i5,70-tri(4-m6thylpyridinium) 10-(phenyl)porphine. 

Les sels de derives cationiques de porphine utilises selon Tinvention sont des 
composes connus. 

Parmi ceux-ci, on peut citer notamment, le tetraiodure de 5,10,15,20-t6tra(4-N- 
trimethyl anilinium)porphine commercialise sous la denomination de "Iodure T 4 MAP*\ 
par les Societes Alpha Product et Mid Center, le tetrachlorure de 5,10,15,20-t6tra 
(3-N-methyl pyridinium )porphine commercialism sous la denomination de "Chlorure 
T 3 MPyP" par la Society Mid Center, le tetrachlorure de 5,I0-[di(phenyl)]-15,20- 
[di(4-N-methyl pyridinium)] porphine commercialise sous la denomination de "Chlorure 
D 2 PhD 2 MPyP M par la Societe Mid Center et le tritosylate de 5,15,20-tri(4-N-methyl 
pyridinium) lO-(phenyl) porphine commercialise sous la denomination de "Tosylate 
T 3 MPyPhP'\ 

On peut egalement utiliser les sels de derives cationiques de porphine tels que 
definis precedemment comme agents photosensibilisants de bacteries de type gram-positif, 
de virus ou de cellules eucaryotes telles que des levures. 

S'il est possible selon r invention d'utiliser directement les sels de derives 
cationiques de porphine, il est egalement possible de les utiliser apres immobilisation sur 
un support solide, par exemple par dtablissement d'une liaison covalente par 
Fintermediaire de groupes reactifs presents sur le support solide, ou par Tintermediaire 
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d'un bras espaceur, selon les methodes connues de l'6tat de la technique. 

Selon Tinvention, ce type de fixation peut etre notamment envisage lorsque l'un 

au moins et trois au plus des radicaux Rj k R 4 reprSsentc un radical p-anilino et lorsque le 

support solide est porteur de fonctions acides carboxyliques. 
5 Le cteriv6 de poiphine dont Tun au moins et trois au plus des radicaux R x k R 4 

rcpresente un radical de formule (Hi) est alors fix6 sur le support par TintermcSdiaire d*au 

moins une fonction amide. 

D'autres methodes de fixation de derives de porphine sur des supports solides 

sont possibles par rintermediaire de groupes reactifs susceptibles d'etre introduits soit sur 
10 les noyaux pyrroles soit sur Tun au moins des substituants R f a R 4 et ceci en fonction de la 

nature des groupes reactifs prdsents sur le support solide. 

Comme supports solides porteurs de fonctions acides carboxyliques, on peut 

notamment citer les resines vendues sous les denomination de " Amberlite IRC50"®, 

"Ionac 000270"®, "Rexyn 102"® et "Permulit H 70"®. 
15 Ces supports peuvent se presenter sous differentes formes telles que des 

plaques, poreuses ou non, des billes de differents diametres ou sous loutes autres formes 

particulaires. 

Les sels de derives cationiques de porphine peuvent etre egalement fix£s k un 

recipient iaissant passer la lumiere, et ainsi etre avantageusement utilises en tant qu 'agent 
20 conservateur de differentes compositions contenues dans ledit recipient, la composition 

apres prelevement etant k la fois exempte de toute contamination, en particulier par des 

bacteries de type gram-negarif mais egalement de sels de derives cationiques de porphine. 

Selon un autre mode de realisation particulier de Tinvention, on utilise les sels 

de derives cationiques de porphine tels que definis precedemment pour la preparation 
25 d'une composition therapeutique desrinee a traiter des infections comprenant ou 

susceptibles de comprendre des bacteries de type gram-negarif. 

Parmi les infections comprenant des bacteries de type gram-negatif, on peut 

citer notamment des affections genitales impliquam notamment Exoli et des affections 

dermatologiques telles que celles provoquees par Ps. aeruginosa, 
30 Par infection susceptible de comprendre des bacteries de type gram-negatif, on 

entend toute infection dans laquelle la presence de bacteries de type gram-negatif peut etre 

raisonnablement suspectee. 

Dans la mesure ou les sels de derives cationiques de porphine tels que d£finis 

pr6c6demment photosensibilisent egalement des bacteries de type gram-positif, la 
35 composition thdrapeutique ainsi obtenue presente un large spectre d* action. Cette 

composition peut etre utilisee de fa?on particulierement avantageuse pour traiter des 

infections dont les agents infectieux sont devenus resistants aux traitements classiques et 
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en particulier aux antibiotiques. 

Cettc composition therapeutique peut etre administree par voie interne, enterale 
ou parenterals ou par voie externe. Cependant, elle est de preference administree par voie 
externe. 

5 Selon cette derniere, les sels de derives cationiques de porphine tels que definis 

pr&edemrnent sont generalement appliques en une quantitd comprise entie environ 
1 ng/cm 2 k 300 ^g/cm 2 de tissus k traiter et de preference comprise entre 10 et 40 fig/cm 2 . 

Les compositions therapeutiques contiennent dans un vehicule 
pharmaceudquement acceptable les sels de derives cationiques de porphine selon 
10 Hnvention en une quantite suffisante pour Implication recherchde. 

Parmi ceux-ci, on utilise avantageusement dans les compositions a application 
J\ topique, des solvants qui ont la particularite de ne penetrer que dans repiderme. 

Comme solvants presentant cette caracterisdque, on peut nbtammcnt citer le 
dimethyl sulfoxide (DMSO), les solutions hydroalcooliques composees d'un melange 
15 d'dthanol et d'eau dans un rapport volume a volume compris entrc 9 : 1 et 6 : 4 et les 

solutions de propylene carbonatees stabilisees par des resines d'hydroxypropylcellulose. 

On peut egalement utiliser une composition k application topique 
commerciaiisee sous la denomination d 1M azone"® par la Societe O.R.D. Inc. 

Les compositions therapeutiques a application topique peuvent notamment se 
20 presenter sous forme de dispersions aqueuses de liposomes contenant au sein de leur 

couche lipidique les sels de derives cationiques de porphine tels que definis precedemment 
ou bien encore se presenter sous forme de solutions de sels de derives cationiques de 
porphines. 

Dans la mesure ou la destruction de 1' agent infectieu* requiert la presence de 
_J lumiere, le site d' action de la composition therapeutique comprenant les sels de derives 
cationiques de porphine tels que definis precedemment, est essentiellement localise k la 
partie superficielle de Tindividu k traiter. Toutefois, les sels de derives cationiques de 
porphine selon Tinvention sensibilisent leur cible notamment k des radiations de longueur 
d'onde de Tordre de 650 nm, ces dernieres presentant un coefficient de penetration dans 
30 les tissus de mammifere rclativement eiev£s. L'energie residuelle, k deux centimetres de 
la surface de la peau, etant suffisante pour obtenir Feffet recherche, il est done possible de 
traiter des sites situes k cette profondeur. II suffit alors pour Pobtention de Teffet 
recherche d'eclairer la zone k traiter. 

II est egalement possible d'eciairer la zone a traiter k Taide de fibres opriques. 
35 Ceci peut etre notamment utilise pour le craitement des muqueuses vaginalis ainsi que des 
muqueuses pulmonaires. 

On applique la composition sur le tissu k trailer puis, irradie six heures apres la 
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zone a trailer par de la lumiere de longueur d'onde comprise entre 550 et 650 nm a raison 
d'environ 180 m watts/cm 2 pour une dose totale de rbidre de 100 joules/cm 2 . 

L'irradiation par des longueurs d'onde comprises entrc 550 et 650 nm confers 
au traitement k l'aide des compositions therapeutiques telles que definies precddemment 
une innocuite particuiierement satisfaisante. En effet, ces longueurs d'onde ne sont pas 
absorWes par les cellules de Tepiderme et ne prfsentent done pas de toxicitd vis-4-vis de 
celles-ci. 

La presente invention a dgalement pour objet un precede de reduction de la 
contamination, notamment de la contamination bacterienne, d'un substrat comprenant les 
6tapes consistant k : 

(i) mettre ledit substrat en presence d'une quantity efficace d'au moins un sel 
de derive cationique de porphine tel que defini precedemment. et 

(ii) soumettre ledit substrat k de la lumiere de longueur d'onde comprise entre 
340et650nm. 

S'il est souhaitable dans le precede tel que decrit pr6cedemment que les sels de 
derives cationiques de porphine soient presents Iorsque le substrat est soumis a la lumiere, 
il n'est toutefois pas necessaire que chaque contaminant dont on souhaite la destruction 
soit en contact direct avec un sel de derive cationique de porphine. 

La distance entre un contaminant que Ton souhaite photosensibiliser et un sel 
de derive cationique de porphine est geperalement inferieure ou egale a 2 mm et de 
preference inferieure a 1 mm. 

Par quantity efficace, on entend une quantite capable de rcduire le taux de 
contamination du substrat traite en-dessous d'un seuil predetermine. Cette quantite peut 
etre determinee dans chaque cas par des experiences de routine. Cette quantite depend 
evidemment du volume de substrat k traiter Iorsque celui-ci est iiquide ou gazeux, ou de la 
surface de substrat k traiter Iorsque celui-ci est solide. Par exemple, pour des substrats 
liquides ou gazeux, on utilise une quantite generalement superieure a 1 ng/ml eten 
particulier superieure a 10 M-g/ml. 

Pour des substrats solides, on utilise generalement une quantite superieure 
k 10 M-g/cm 2 et en particulier superieure k 20 |ig/cm 2 . 

De preference, pour mettre en oeuvre le precede de Invention, on met en 
contact le substrat k traiter avec i'agent photosensibilisant, pendant un temps suffisant qui 
peut etre determine dans chaque cas par des experiences de routine. 

Le temps durant lequel le substrat est mis en presence d'au moins un sel de 
derive cationique de porphine dans 1'etape (i) est generalement compris entre 2 minutes et 
60 minutes et de preference superieur ou egal a environ 5 minutes. Cette etape est realisee 
de preference en absence de lumiere. 
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Le temps durant lequel le substrat contenant les seis de derives cacioniques de 
porphine est expose a la lumiere selon I'etape (ii) est generalement superieur ou egal k 
environ 15 minutes et de preference superieur ou egal a environ 30 minutes. 

Toutefois, celui-ci peut etre module en fonction de Tintensite de la lumifcre h 
laquelle esc soumis le substrat 

Comme source lumineuse, on peut utiliser toute source lumineuse emettam & au 
moins une longueur d'onde comprise entre 340 et 650 nm. Bien entendu, la lumiere 
utilisee peut etre complexe et comprendre diffdrentes radiations de longueurs d*onde 
comprises dans l'intervalle defini precedemment mais peut egalement comprendre des 
radiations de longueur d'onde inferieure k 340 nm ou superieure h 650 nm, celles-ci 
n'dtant evidemment pas ou peu absorbdes par les sels de derives cationiques de porphine. 
On utilise notamment une lumiere blanche et en particulier de la lumiere naturelle. 

Selon un mode de realisation particulier du precede de reduction de la 
contamination d'un substrat tel que defini precedemment, les sels de derives cationiques 
de porphine utilises dans la premiere etape, c'est-^-dire T6tape (i), sont sous forme 
immobilisee sur un suppon solide. On peut ainsi facilement separer ensuite le substrat 
decontamine du suppon solide et reutiliser ce dernier dans un nouveau cycle de 
decontamination. 

Les substrats pouvant etre traites par le precede tel que defini precedemment, 
peuvent etre tout produit (ou melange de produits) liquide, gazeux ou solide susceptible 
d'etre contamine, notamment par des bacteries de type gram-negatif. 

Parmi les substrats solides, on peut citer par exemple des recipients et en 
particulier ceux consumes par un materiau thermosensible. La premiere etape du precede 
de decontamination de ce type de substrat peut etre realisde par immersion dans une 
suspension de sels de derives cationiques de porphine tels que definis precedemment ou 
par contact avec un suppon solide sur lequel sont immobilises des sels de derives 
cationiques de porphine tels que definis precedemment. 

Parmi les substrats liquides, on peut citer diverses solutions et dispersions, de 
viscosite variable, ainsi que de Teau. La premiere etape du precede de decontamination de 
ce type de substrat peut etre realisee par addition des sels de derives cationiques de 
porphine tels que definis precedemment ou par immersion d'un suppon solide sur lequel 
sont immobilises des sels de derives cationiques de porphine tels que definis 
precedemment. 

Par le precede tel que decrit precedemment. on peut ainsi reduire la 
contamination de Teau utilisee en aquaculture, de Teau de piscine, mais egalement 
decontaminer des effluents industriels et meme obtenir de Teau potable. 

La mise en oeuvre du precede tel que decrit precedemment est generalement 
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r£alisee en circuit ferm6, ce circuit comprenam une pornpe, des filtres mecaniques tel que 
des tamis ou du sable permettant d'eliminer les matieres volumineuses en suspension, des 
resines sur iesquelles sont fix6s les sels de derives cationiques de porphine tels que ddfinis 
prfic^demment et des lampes. 

La premiere etape du procdde de decontamination, dans ie cas d'un substrat de 
type gazeux peut etre notamment r£alisee par la mise en presence de ce substrat avec des 
sels de derives cationiques de porphine immobilises tels que ddfinis precedemment. Selon 
un mode de realisation particulier, le substrat gazeux est mis en presence de sels de 
derives cationiques de porphine dans un recipient clos. Selon un autre mode de rtalisation, 
on fait circuler le gaz k traiter de fa?on qu'ii vienne au contact d'un support solide sur 
lequel sont immobilises les sels de dfrives cationiques de porphine. 

Les exemples suivants illustrent Tinvention. 

Dans ceux-ci les abreviations suivantes ont pour signification ; 

T 3 MPyPhP = tritosylate de 5,15,20-tri(4-N-m6thyi pyridinium)- 
1 0- (pheny l)porphine 

T 4 MAP = tetraiodurc de 5,10, 15,20-tetra(4-N-trimethyl ani!inium)porphine 
Hp = hematoporphyrine 

TPPS 4 = 5,10,15,20-tetra(4-sulfonatophenyl)porphine 

EXEMPLE 1 : Effet de V irradiation par de la lumiire visible aoris 
yhotosensibilisation par T i MPyPhP 

A 10 ml d'un tampon phosphate salin (PBS), contenant 10 7 cellules/ml d'E.co//, 
on ajoute 100 Hg de T 3 MPyPhP. Le melange ainsi obtenu est incube a I'obscuriuS k 
temperature ambiante pendant 5 minutes. 

On effectue alors sur la suspension une prefniere mesure du pourcentage de 
cellules survivantes par prelevement de 200 \il de la suspension, eventueliement dilution 
puis etalement de 50 \i\ de la suspension ou de Tune de ses dilutions, sur un milieu nutritif 
approprie sterile de type BHI (commercialise par la Societe Difco) + agar 1,5 %, 
incubation a 37°C pendant 24 heures puis denombrement des colonies formees. 

Selon le meme mode operatoire que decrit precedemment, on realise 6galement 
des suspensions de Eseriolicida* de V.anguillarum dans un tampon salin a 2 % de NaCl 
que Ton incube a temperature ambiante pendant 5 minutes. 

Selon le meme mode operatoire que ddcrit precedemment, on effectue 
6galemcnt une premifere mesure du pourcentage de cellules survivantes, le milieu de 
culture etant toutefois supplement^ en NaCl (1,5 %) et l'incubation ayant lieu k 20°C au 
lieu de 37°C 
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D'autre part, chaque suspension, maintenue a la temperature utilisie pour 
Tincubation, est irradiee par de la lumiere visible (8 m watts/cm 2 ) a l'aide de 4 lampes au 
tungscene 250 w de type Osram, c'est-i-dire emettant k des longueurs d'onde comprises 
entre 380 nm et 800 nm. 

Le pourcentage de cellules survivantes mesure selon le meme mode opdratoire 
que dScrit prdcedemment, est determine apres 1, 15 et 30 minutes d 'irradiation. 

Les rdsultats obtenus sont presentes dans la figure 1. 

On constate done d'apres la figure 1 que 1 'incubation en presence de T 3 MPyPhP 
suivie d'une irradiation par de la lumiere visible reduit le pourcentage de cellules 
survivantes que ce soit pour des bacteries de type gram-negatif comme le montrent les 
courbes obtenues surdes suspensions de V.anguillarum et.E.co/i, ou pour des bacteries de 
type gram positif comme le montre la courbe obtenue sur une suspension de Eseriolicida. 

Des essais paralleles ont ete realises selon un mode operatoire analogue a celui 
_d£crit precedemment mais sans irradiation des suspensions par la lumiere visible. Aucun 
effet cytotoxique n'a pu etrc detecte tant sur les suspensions de bacteries de type gram 
positif (Eseriolicida) que sur les suspensions de bactdries de type gram-negatif (E.coli et 
V.anguillarwn) 

La reduction du pourcentage de cellules survivantes observee resuite par 
consequent d'une photosensibilisation. 

EXEMP LE 2 : Effet de V irradiation par de la lumiire visible anrts 
photosensibilisation par T^MAP 

Selon le meme mode operatoire que decrit a 1'exemple 1, on a mis en evidence 
la photosensibilisation de bacteries de type gram-negatif (V \anguillarum) et de bactdries 
de type gram positif (E.seriolicida) par T 4 MAP. 

Les resultats sont presentes dans la figure 2. 

On constate selon la figure 2 que Tincubation en presence de T 4 MAP suivie 
d'une irradiation par de la lumiere visible reduit le pourcentage de cellules survivantes, 
que les bacteries soient de type gram-negatif ou qu'elles soient de type gram positif. 

T 4 MAP photosensibilise done les bacteries de type gram positif et de type 
gram-negatif. 
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EXEMPLE 3 : Comparatifs 

Scion le meme mode operatoire que ddcrit k 1'exemple 1, on a realise des 
experiences de photosensibilisation a Taide de TPPS 4 commercialise sous cette 
denomination par la Socidte Mid Center (figure 3) et de Hp commercialism sous la 
denomination de "Hematoporphyrine IX dihydrochlorure"® par les Soci6t6s Mid Center et 
Alpha Product (figure 4). 

Selon la figure 3, on constate que lorsqu'on incube une suspension de Exoli en 
presence de TPPS 4 , ie pourcentage de cellules survivantes apres irradiation reste constant 
tandis que Tincubation d'une suspension de Eseriolicida en presence de TPPS 4 entraine 
apres irradiation une diminution du pourcentage de cellules survivantes. 

TPPS 4 qui est un derive anionique de porphine ne photosensibilise done que des 
bacteries de type gram positif. 

De meme, selon la figure 4, on constate que 1'incubation en presence de Hp 
suivie d'une irradiation par de la lumiere visible entraine une diminution du pourcentage 
de cellules survivantes dans une suspension de E.seriolicida (gram positiD, tandis que le 
pourcentage de cellules survivantes mesure a partir d'une suspension de V.anguillarum 
(gram-negatif) ne presente aucune diminution. 

Hp qui est un derive anionique de porphine substitu£ en positions 7 et 12 par un 
radical hydroxyethyle, en 3,8,13 et 17 par un radical methyle et en 2 et 8 par un radical 
acide propionique ne photosensibilise done que des bacteries de type gram positif. 

II apparait done que seuls les sels de derives cationiques de porphine substitues 
en position 5 , 10, 15 et/ou 20 selon 1' invention sont capables de photosensibiliser non 
sculement des bacteries de type gram positif, mais egalement des bacteries de type 
gram-negatif. 
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EXEMPLE 4 : Effet de V irradiation par de la lumiire visible sur diffirentes souches 
bacteriennes incubees en presence de diffirents derives de porphine 

1) Bacteries de type gram posttif : 

a) E.seriolicida 

A 10 ml d*une solution de NaCl 2 % contenant 10 7 cellules/ml de E.seriolicida, 
on ajoute, a temperature ambiance 100 M-g de T 3 MPyPhP. Aprcs une incubation k 
I'obscurite, a temperature ambiance, pendant 5 minutes, on irradie a 20°C pendant 30 
minutes la suspension parde la lumiere visible (8 m watts/cm 2 ) k Taide de 4 lampes au 
tungstene, 250 w de cype Osram, c'est-a-dire emettant a des longueurs d'onde comprises 
entre 380 nm et 800 nm. On mesure alors le pourcentage de cellules survivantes selon 1c 
mode operatoire ddcrit k Texemple L 

Selon le memc mode operatoire que decrit precedemment, on incube des 
suspensions de Eseriolicida en presence de Hp, T 4 MAP ou de TPPS 4 . Ces suspensions 
sont ensuite irradiees. 

b) S.epidermidis 

A 10 ml d'un tampon phosphate salin contenant 10 7 cellules/ml de 
S.epidermidis, on ajoute, a temperature ambiante, 100 \ig de T 3 MPyPhP. Aprcs incubation 
k Tobscurite, a temperature ambiante, pendant 5 minuces, on irradie k 37°C pendant 30 
minutes, la suspension parde la lumiere visible.b(8 mwatts/cm 2 )~a Taide de 4 lampes au 
tungstene, 250 w, de type Osram. On effectue alors une mesure du pourcentage de cellules 
survivantes selon le memc mode operatoire que decrit a Texemple 1. 

2) Bacteries de type gram-negatif : 

a) V.anzuillarum 

A 10 ml d'une solution de NaCl 2 % contenant 10 7 cellules/ml de 
V.anguillarum, a temperature ambiante, on ajouce 100 *ig de T 3 MPyPhP, puis incube la 
suspension ainsi obtenue pendant 5 minutes k Tobscurite k temperature ambiante. On 
irradie alors pendant 30 minutes la suspension, k 20°C f par de la lumiere visible 
(8 mwatts/cm 2 ) k Taide de 4 lampes au tungstene, 250 w, de type Osram, c'est-i-dire 
emettant a des longueurs d*onde comprises entre 380 nm et 800 nm. On mesure alors le 
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pourcentage de cellules survivanres selon le mode operatoire decrit a 1'exemple 1. 

Selon le meme mcxie operatoire que decrit precedemment, on evalue egalement 
la photosensibilisation de suspensions de V.anguillarum en presence soit de T 4 MAP soit 
de TPPS 4 . 

En outre, on <5tudie egalement la photosensibilisation d'une suspension de 
V.anguillarum ayant subi un pretraitement par du CaCl 2 puis incubation en presence de 
Hp. Pour ce faire, a 10 ml d'une solution CaCl 2 , contenant 10 7 cellules/ml de 
V.anguillarum, incubee a 20°C pendant 1 heure, on ajoute 100 fig de Hp. Puis on incube la 
suspension ainsi obtenue pendant 5 minutes a l'obscurit6, l'irradie selon le mode 
operatoire decrit a 1'exemple 1. 

b) E.coli 

A 10 ml d'une solution de tampon phosphate salin contenant 10 7 cellules/ml de 
E.coli, a temperature ambiante, on ajoute 100 ug de T 3 MPyPhP. puis incube la suspension 
ainsi obtenue pendant 5 minutes a l'obscurite. On irradie alors la suspension, a 37°C 
pendant 30 minutes, par de la lumiere visible (8 mwatts/cm 2 ) a l'aide de 4 lampes au 
tungstene, 250 w, de type Osram. On mesure alors le pourcentage de cellules survivames 
selon le mode operatoire decrit a 1'exemple 1. 

Selon le mode operatoire de'crit precedemment, on evalue egalement la 
photosensibilisation d'une suspension de E.coli en presence de TPPS 4 . 

c) E.aeroeenes 

A 10 ml d'une solution de tampon phosphate salin contenant 10 7 cellules/ml de 
E.aerogenes, on ajoute a temperature ambiante 100 ug de T 4 MAP, puis incube la 
suspension ainsi obtenue pendant 5 minutes a l'obscurite. On irradie alors pendant 30 
minutes la suspension, a 37°C. par de la lumiere visible (8 mwatts/cm 2 ) a l'aide de 4 
lampes au tungstene, 250 w, de type Osram. On mesure alors le pourcentage de cellules 
survivantes selon le mode operatoire decrit a 1'exemple 1. 

d) Pmirabilis 

A 10 ml d'une solution de tampon phosphate salin contenant 10 7 cellules/ml de 
Pjnirabilis, a temperature ambiante, on ajoute 100 ug de T 4 MAP, puis incube la 
suspension ainsi obtenue pendant 5 minutes a l'obscurite. On irradie alors pendant 30 
minutes la suspension, a 37°C, par de la lumiere visible (8 mwatts/cm 2 ) a l'aide de 4 
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lampes au tungstene, 250 w, de type Osram. On mesure alors le pourcentage de cellules 
survivantes selon Ie mode operatoire decrit k Texemple 1. 

Les resultats sont presences dans le tableau 1 ci-dessous. 

TABLEAU 1 

Pourcentage de bacteries survivantes aprfes 30 minutes d'irradiation 
par de la lumiere visible, en presence de divers agenis 
photosensibilisants (10 ng/ml) 



Derives de porphine * 


Hp 


TPPS< 


T4MAP 


TjMPyPhP 






10 Mg/ml 


10 ng/ml 


10 ng/ml 


10 ng/mi 




ELseholicida 


10 * 


10 3 


10 * 7 


4.10 " 5 (10 mn) 


Gram + 


S.agalactiae 






10 •* 






S.epidermidis 












Kanguiilarum 


** 10 


> 10 


1 


10 * 


Gram - 


E.coli 




> 10 




10 -* 




K aerogenes 






10 






P.mirabilis 






1 





** prctraitement par incubation en presence de CaCl 



D'apres le tableau ci-dessus, on constate done que quelque soit le derive de 
porphine utilise, Tincubation d'une suspension de bacterie de type gram positif avec Tun 
de ces derives, suivie d'une irradiation par de la lumiere visible entraine une diminution 
importante du pourcentage de cellules survivantes. 

Par contre, Iorsque les souches bactdriennes testees sont de type gram-negatif, 
seules les sels de derives cationiques de porphine selon Invention permettent d'obtenir 
apres irradiation un pourcentage de cellules survivantes inferieur k 10 %. On peut 
d'ailleurs noter que Iorsque les bacteries de type gram-negatif ont ete pretraitees par du 
CaCl 2 , incubees en presence de Hp, puis irradiees par de la lumiere visible, le pourcentage 
de cellules survivantes est encore de 10 %. 

II apparait done que seuls les sels de derives cationiques de porphine selon 
rinvention photosensibilisent efficacement les bacteries de type gram-negatif. 
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REVENDICATIQNS 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



1. Utilisation comme agent photosensibilisant de bacteries dc type gram-negatif, 
d'un sel de derive cationique de porphine repondant a la formule generate suivante : 




NH 



HN 



(I) 



.N. 



dans laquelle : 

Ri, R 2 , R 3 , R 4 , identiques ou differents, representent un atome d'hydrogene, un 
radical phenyle bu un radical ayant 1'une des formules suivantes : 



(i) 



(ii) 



(iii) 




N±-CH 3 , X- 



X- ,et 



N + (CH 3 ) 3 , X- 



X* reprcsentant un anion monovalent, 

sous rfiserve que I'un au moins des radicaux R x , R 2 , R 3 ou R 4 repr^sente I'un 
des radicaux de formule (i) a (iii) mais a Texclusion de R lt R 2 , R 3 et R 4 6tant identiques et 
representant le radical de formule (i). 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee par le fait qu'au moins deux 
des radicaux R,, R 2 , R 3 et R 4 representent un des radicaux de formule (i) a (iii) telle que 
deTmie dans la revendication 1 . 



O 
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3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee par le fait que ledit 
anion monovalent est un anion halogenure, choisi parmi un anion iodure ou chlorure ou un 
anion tosylate. 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precddentes, 
caracterisee par le fait que ledit sel de derive cationique de porphine de formule (I) est 
choisi parmi les iodures, chlorures ou tosylates de 5,10, 15,20-tdtra (6N-m6thyl 
pyridinium) porphine, de 15,20-[di(phenyl)]- 5, 10-[di(4N-m6thyl pyridinium)] porphine 
de 5 J0,15 t 20-t6tra(4N-trimethyl anilinium)porphine et de 5,15,20-tri(4-mdthyl 
pyridinium) 10-(phdnyl)porphine. 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendication precedentes, 
caracterisee par le fait que ledit sel de derive cationique de porphine est egalement un 
agent capable de photosensibiliser des bacteries de type gram-positif, des virus et des 
levures. 

6. Utilisadon selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisde par le fait que ledit sel de ddrive cationique de porphine est immobilisd sur un 
support solide. 

7. Utilisation d'un sel de derive cationique de porphine tel que defini selon 
Tune quelconque des revendications 1 k 4, pour la preparation d'une composition 
thdrapeutique destinee k traiter des infections comprenant ou susceptible de comprendre 
des bacteries de type gram-negatif. 

8. Proced6 de reduction de la contamination d'un substrat caracterise par le fait 
qu'il comprend les etapes consistant a : 

(i) mettre ledit substrat en presence d'une quantite efficace d'au nioins un sel 
de derive cationique de porphine tel que ddfini dans Tune quelconque des revendications 

1 & 4, et 

(ii) soumettre ledit substrat k de la lumiere de longueur d'onde comprise 
entre 340 nm et 650 nm. 

- 9, Procede selon la revendication 8, caracterise par le fait que la quantitd de sels 
de derives cationiques de porphine est superieure a 1 M-g/ml de substrat liquide ou gazeux k 
d&rontaminer. 

10. Procede selon la revendication 8, caracterise par le fait que la quantit6 de 
sels de derives cationiques de porphine est superieure a 10 |ig/cm 2 de surface de substrat 
solide a ddcontaminer. 

11. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 8 k 10, caractdrise par le 
fait que dans Tetape (i), le temps durant lequel ledit substrat est mis en presence d'au 
moins un sel de derive cationique de porphine est compris entre 2 minutes et 60 minutes. 
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12. Procede selon la rcvendication 1 1, caracterise par le fait que ledit temps 
durant lequci ledit substrat est mis en presence d'au moins un sel de derive cationique de 
porphine est superieur ou egal a environ 5 minutes. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendicadons 8 k 12, caracterise par le 
fait que dans 1-gtape (ii), le temps deposition dudit substrat k de la lumiere est sup6rieur 
ou 6gal k environ 15 minutes. 

14. Procede selon la revendication 13, caracteris6 par le fait que ledit temps 
d'exposition est superieur ou £gal k environ 30 minutes. 

15. Procede selon Tune quelconque des revendicadons 8 k 14, caracterise par le 
fait que la lumiere utilisee a 1'dtape (ii) est de la lumiere blanche. 
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FIGURE 1 

EFFET SUR DEFFERENTES SOUCHES BACTERIENNES DE L'ERRADIATTON 
PAR DE LA LUMEERE VISIBLE APRES 5 MINUTES D'INCUBATION A 
L'OBSCURITE EN PRESENCE DE T,MPyPhP (10 jig/ml) 
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FIGVRE 2 

EFFET SUR DEFFE RENTES SOUCHES BACTERffiNNES DE L ' IRRADIATION 
PAR DE LA LUMIERE VISIBLE APRES 5 MINUTES D 'INCUBATION A 
L'OBSCURITE EN PRESENCE DE T 4 MAP (10 *tg/ml) 




TEMPS D ' IRRADIATION (min) 
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FIGURE3 

EFFET SUR DIFFERENTES SOUCHES BACTER1ENNES DE L 'IRRADIATION 
PAR DE LA LUMIERE VISIBLE APRES 5 MINUTES D'INCUBATION A 
L'OBSCURITE EN PRESENCE DE TPPS 4 (10 ng/ml) 




TEMPS D'IRRADIATION (min) 
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FIGURE 4 

EFFET SUR DIFFERENTES SOUCHES BACTERDENNES DE L'IRRADIATION 
PAR DE LA LUMIERE VISIBLE APRES 5 MINUTES D'INCUBATION A 
L'OBSCURTTE EN PRESENCE DE Hp (10 jig/ml) 
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